Early Differentiation of Vascular Endothelial Cells During Zebrafish Development by 藤田 深里 et al.
Science Journal of Kanagawa University 29  : 83-88 (2018)









































はその分解能が 0.2 µm 程度である。原理的には光の
波長の約半分までの分解能があるとされる。超解像
Abstract:  Early differentiation of vascular endothelial cells is indispensable for the proper 
patterning and lumen formation of blood vessels. The vascular network forms in a reproducible 
and evolutionarily conserved manner, and their molecular mechanisms of formation have been 
markedly focused on. However, the differentiation process of vascular progenitors, angioblasts, 
remains unclear. Here, we report several tools to detect and analyze undifferentiated vascular 
endothelial cells in zebrafish embryos, including the vascular-specific transgenic lines, inhibi-
tor treatments, and 3D reconstruction technique of electron microscopic serial images.
Keywords:  zebrafish, vascular endothelial cell, angioblast, differentiation, serial section scan-
ning electron microscopy 
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1.25% Glutaraldehyde（GA）/ 0.05 M リン酸緩衝液











て、1% 酢酸ウラン水溶液（30 分）と硝酸鉛（5 分）
での電子染色を行った。セミインレンズ方式の超高
分解能電界放出形 SEM（日立、SU8010）を用い対
象細胞の反射電子（BSE: Back Scattered Electron）










各発生段階のTg (fli1a:EGFP) y1胚を4% PFA・ 0.05% 
GA/ 0.1 M PB 混合液で前固定し、抗 GFP 抗体（sc-
9996、Santacruz; G1544、SIGMA）を用いて抗体
反応を行った。発色前に 1% GA により再固定し、





































て、EK、RW、TAB を用いた。発生段階は Kimmel 
et al., 1995 に従った 3)。血管内皮細胞に蛍光タン
パク質を発現する系統として、Tg (fli1a:EGFP) y1





VEGFR 阻害剤（SU5416、abcam）と PI3K 阻害剤
（LY294002、Calbiochem）をそれぞれ DMSO に溶
解して 30 mM ストック溶液を調整した。ピンセッ
トで卵膜を除去した胚を 10 µM VEGFR 阻害剤また
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リーの転写因子の一つ etsrp の mRNA 発現によって
5 体節期（受精後 11.5 時間）に認められる 9, 10)。ゼ
ブラフィッシュの血管内皮細胞に蛍光タンパク質を
発現するトランスジェニック系統は複数作製されて
いるが、ETS ファミリーの転写因子の一つ fli1a の
プロモーターを用いたTg (fli1a:EGFP) y1 が、発現開
始が早く、また発現量も多い 5)。蛍光実体顕微鏡で
観察した場合、14 体節期（受精後 16 時間）にはす
でに数細胞からなるクラスターが認められた（Fig. 
1A,D）。血管芽細胞のクラスターは、吻側は前脳と
眼柄の間（Fig. 1 矢頭）、尾側は前脳の側面（Fig. 1
矢印）に分かれて、左右に対をなしていた。より早
い 12 体節期（受精後 15 時間）は蛍光実体顕微鏡で
は観察と撮影が難しいが、共焦点顕微鏡では認めら
れた。18 体節期（受精後 18 時間、Fig. 1B,E）、22





始は 30 体節期（受精後 24 時間）以降であるが 22
体節期にはこのようにすでに一部の血管は管腔形成





















Fig. 1.  Angioblasts of the developing zebrafish head. A-C. 
Transmitted light images of zebrafish at 14-(A), 18-(B), 
and 22-(C) somite stages. D-F. Fluorescent images of A-C. 
Arrows and arrowheads indicate anterior and posterior 
angioblast cluster, respectively, between optic lobe and 
forebrain. Dorsal views. Rostral is to the top. FB: fore-
brain, OP: optic lobe. Scale bar: 50 µm.
Fig. 2.  Angioblast morphology in inhibitor treated em-
bryos. A-I. Confocal images of the anterior head of 18 
somite stage Tg(fli1a:EGFP)y1 embryos treated with ei-
ther control DMSO carrier (A,D,G), the PI3K inhibitor 
LY294002 (B,E,H), or the VEGFR inhibitor SU5416 (C,F,I). 
3D reconstructed images (A-C). Selected dorsal planes 
show rostral GFP-positive clusters (D-F, arrowheads) and 
selected ventral planes show caudal GFP-positive clusters 
(G-I, arrows). Dorsal views. Rostral is to the top. FB: fore-
brain, OP: optic lobe. Scale bar: 50 µm.
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に管腔が形成されているのを認めた（Fig. 2A,D 矢
頭 ,G 矢印）。PI3K 阻害剤処理胚では吻側のクラス
ターの管腔形成が抑制された（Fig. 2B,D 矢頭 ,G 矢
印）。VEGFR 阻害剤処理胚においても吻側のクラス
ターの管腔形成が抑制されていたが、さらに丸みを





において VEGF シグナルと PI3K シグナルは関与し




マウスなどの Array tomography 法に用いられる一
般的な前固定液は、4% PFA・2.5% GA/ 0.1 M PB 混
合液である 13)。ゼブラフィッシュ成魚の組織から単
離された初代培養細胞を用いた Array tomography








たため PB を採用した。続いて、PB の濃度について
検討した。PB はマウスなどのほ乳類では通常 0.1 M








シュ胚を発生させたところ、0.10 M PB においてや
や軽度の発生異常が見られた。これらの結果から、
PB は 0.05 M を用いることとした。組織の密度が低
くタンパク質が少ない初期胚では、4% PFA および
2.5% GA はともに強かったため、固定に影響が出な






3D 再構築法用として、2% PFA・1.25% GA/ 0.05 M 
PB 混合液で前固定することとした。
　受精後 5 日のゼブラフィッシュ孵化仔魚の静脈角


























Fig. 3.  3D reconstruction of an endothelial cell in angulus 
venosus. A-D. Various angle views. 5 days post fertiliza-
tion. Purple: nucleus, yellow: cytoplasm, green: lysosome, 
light blue: mitochondria, brown: ER, red: desmosome.













と得た。一方で PFA の濃度を 4% に上げることで固
定の強さを補った。したがって、体節形成期から 8
日目までの孵化仔魚に関しては、免疫電顕用として、
















12 体節期および 18 体節期の血管芽細胞は、細胞質
が多く丸みを帯び、典型的な未分化な細胞の形態を
取っていることが確認できた。
Fig. 4.  Immunohistochemical staining and immunoelec-
tron microscopy of zebrafish angioblast at the earliest 
stages. A. DAB staining of horizontal section of 18-somite 
stage Tg(fli1a:EGFP) y1 embryo. Anterior is to the top. B, 
C. Anti-GFP staining by immunoelectron microscopy of 
Tg(fli1a:EGFP) y1 embryo at 12-somite stage (B) and 18-so-
mite stage (C). FB: forebrain, OP: optic lobe. Scale bars: 









　VEGFR 阻害剤および PI3K 阻害剤は、10 体節



































　Array tomography 法は、反射電子像による 3D 再
構築も免疫電子顕微鏡像による 3D 再構築もいずれ
も可能であると謳われている。しかし、免疫電顕染
色法において GA は除外したい成分であるが GA を
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